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論 文 内 容 要 旨
FuranocoumarinsareminorconstituentsinplantswhichbelongtoUmbelliferae,Rutaceae,Moraceaeand
Leguminosae.Somemethoxyfuranocoumarinscontainedinplantshavebeenappliedclinically,coupledwith
sunbathing,tocuredermatologicdiseasesformorethan2000years,andtheirconfirmedphotosensitizingproperties
haveledtothedevelopmentofanewmedicalprinciple,photochemotherapy.Ontheotherhand,someplants
containingfuranocoumarinsarealsousedintheformofcrudedrugsfortraditionalmedications,althoughit'snot
clearwhetherthefuranocoumarinsareresponsiblefortherapeuticeffects.
Thebiologicalrolesoffuranocoumarinsintheirhostplantshavenotbeenwellunderstood,butatleastthese
chemicalsareconsideredasnaturaltoxinstoprotectplantsfrominsects,livestockandmicrobes.Oneofthe
toxicitiesoffuranocoumarinsistheinhibitionofcytochromeP450(P4500rCYP)whichmetabolizesendogenous
andxenobioticcompounds.Recently,someindependentstudiesusingdifferentfuranocoumarinderivativesshowed
thattheyinduceorinhibitawiderangeofCYPsubtypessuchasCYP6B4,CYP6D1,CYPIA,CYP2BIand
CYP2A6.Inhumans,recentstudieshaveshownthatthewell-knowngrapefruitjuice-druginteractionmaybecaused
bysomegeranyloxyderivativesoffuranocoumarinsthroughinhibitionofCYP3A,amajorP450subtyperesponsible
fordrugmetabolism.
Inthisstudy,furanocoumarinderivativesfromcitrusfruitjuicesandherbalmedicinesweretestedinvitrofortheir
inhibitionofhumanP450activityasanexperimentalbasistopredicttheirroleinclinicaldruginteraction.
Toclarifytherelationshipbetweenchemicalstructureandinhibitorypotency,furanocoumarinswithvaryingcore
structuresorsidechains,aswellassomestructurallyrelatedcoumarins,weretestedincomparisonwi中their
inhibitionsofCYP3A.
Chemicalstructuresoffuranocoumarinderivativesexaminedaredividedintothreegroups:thirtymonomers,
elevendimersandatrimer.Themonomersincludetwoangularoneswithfuranringattachedto7,8-positionof
coumarin,theothersarelinearoneswithfuranringattachedto6,7-position,andsubstituedwithmethoxy,prenyloxy
orgeranyloxysidechainsat5-and/orS-position.Thedimersaretwolinearfuranocoumarinmonomersconnectedby
anetherlinkagebetweentheirsidechainsorbyspiroformationwiththesidechainofonemonomerattachedtothe
pyroneringoftheothermonomer.Exceptforfivemonomerswithageranyloxysidechainandfourdimersisolated
formgrapefruitjuiceorchemicallysynthesized,alltheotherfuranocoumarinderivativeswereisolatedftom
Umbelliferouscrudedrugssuchas"Baizhi"(Angelicadahuricaroot),"Hamaudo"(Angelicajaponicaroot),
"Qianghuo"(Notopter
ygiumincisumroot),"Fangfeng"(Saposhnikoviadivaricataroot)and"YunnanQianghuo"
(Pleurospermumrivulorumroot).
Onsimultaneousincubationwithasubstrateintheenzymereactionmixture,mostfuranocoumarins(O.1mM)
reducedhumanlivermicrosomaltestosterone6β一hydroxylation(anindexofCYP3Aactivity)tolessthan50%ofthe
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control.Comparisonoftheirinhibitorypotencies(ICso,concentrationofinhibitorcausing50%reductioninactivity
relativetothecontrol)showedthattheirinhibitionsonhumanCYP3Aactivitywereasstrongasatypicalinhibitors,
metyrapone(IC50:aroundIOμM).Particularly,furanocoumarindimersandatrimershowedstrikeinhibitionswith
potenciessimilartothatofastrongCYP3Ainhibitor,ketoconazole(ICso:aroundO.1uM).Substitutionofoneofthe
pyroneringtofb㎝spirodimersresultedinweakerinhibition(Iq。:>0.2μM)thandidtheside-chainconnectes
dimers(ICso:<0.1uM).ThetrimershowedCYP3Ainhibitionsimilartothedimers.Ontheotherhand,theresults
oftwoangularfuranocoumarinmonomersandseveralsimplecoumarinderivativeswithvarioussidechainsbut
lack廿1gafuranringshowedmuchweakerinhibitoryef色cts(IC50:around100μMornoinhibitionuntil100μM).
Theseresultssuggestthataplaincorestructure,tricyclicringcontainingafuranmoietyinlinearposition,ismore
importantthanthesidechainsforfuranocoumarininCYP3Ainhibition.'
Testosterone6β一hydroxylationisatypicalCYP3Aactivity,butpreviousdatahaveshownthatthefUnctionof
CYP3Aissubstrateormodulatordependent.So,otherCYP3Amarkeractivitieswerealsousedtoconfirmthe
inhibitoryeffectsoffuranocoumarin.Inaddition,theinhibitionmechanismsofthesefuranocoumarinsonCYP3A4
havealsobeeninvestigatedseparatelybecausereversideandirreversibleinhibitionscandifferentclinical
consequences.Consideringclinicalsignificance,furanocoumarinsfromgrapefruitjuicewereselectedforstudy,
becausegrapefruitjuiceiswellknownforitsabilitytoaffectthemetabolismofmanydrugsthatismediatedby
CYP3A.
TheresultsshowedthatotherCYP3A-catalyzedreactions(nifedipineoxidation,omeprazole3-hydroxylationand
omeprazolesulfoxidation)werealsoinhibitedbythemainfuranocoumarinsfromgrapefruitjuice,twomonomers
(GFI-2andDHB)andtwodimers(GFI-1andGF-1-4).Liketheresultswithtestosterone6β一hydroxylation,dimers
・h・w・dt・b・m・h・蟹・ng,,i。hibit。士、。fCYP3Aacti・iti・・th。nm。n。mers.
Inadditionthatfuranocoumarinsshowedconcentration-dependentinhibitionofCYP3Aactivitieswhentheywere
incubatedsimultaneouslywithaCYP3Asubstrate,preincubationoffuranocoumarinsinthereactionmixturebefore
additionofasubstrate(nifedipine)causedprofoundinhibitoryeffectandtheincreaseofinhibitiondependedonthe
timeofpreincubation,whichsuggestedtheinvolvementofmechanism-basedinactivationofCYP3A.KIvalues(the
inhibitorconcentrationrequiredforhalf-maximalrateofinactivation)forGF-1-2,DHB,GF-1-1andGF-1-40n
nifedipineoxidationinhumanlivermicrosomeswerecalculatedas40.00,5.56,0.31andO.13uM,respectively,
suggestingthatdimersGF-1-1andGF-1-4arestrongerCYP3AinactivatorsthanmonomersDHBandGF-1-2.
Betweenthetwomonomers,DHBismorepotentthanGF-1-2forCYP3Ainactivation.
SomescatteredreportshaveshownthatfuranocoumarinsinhibitawiderangeofP450sinspeciesfrominsectsto
mammals,suggestingthatthemetabolismofdrugsassubstratrsofdifferentP450sinhumansmayalsobeaffectedby
furanocoumarins.So,theinhibitionofhumanP450sbesidesCYP3A,causedbythefuranocoumarinmonomers
(DHBandGF-1-2)anddimers(GF-1-1andGF-1-4)isolatedfromgrapefruitjuice,weretestedusingselective
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substrateprobes.
IncontrasttotheresultsthattheextractofgrapefruitjuicethatinhibitedmicrosomalCYP3A4,CYPIA2,CYP2Cg
andCYP2D6insimilarextent(IC50:15-28ug/ml),theisolatedfuranocoumarinsshoweddifferentselectivityof
inhibitiononhumanP450s:ApparentselectivitytowardsCYP3A40ccurredwiththefuranocoumarindimers.GF-1-2
showedratherstrongerinhibitoryeffectonCYPlA2,CYP2C9,CYP2C19andCYP2D6thanonCYP3A4.DHB
inhibitedCYP3A4andCYPIA2activitiesatnearlyequivalentpotencies.
ThemainfuranocoumarinsingrapefruitjuicereduceCYP3A4activitiesthroughbothcompetitiveandmechanism-
basedinhibitionmechanisms,buttheexactroleofeachcompoundonthegrapefruitjuice-druginteractionremains
unclear.Toverifywhetherfuranocoumarinsarethecomponentscausingdruginteraction,variouscommercialjuice
samplesfromgrapefruitandrelatedcitrusfruitsweretestedforboththeirCYP3A4inhibitoryactivitiesand
compositionsoffuranocoumarins.Toobtainafullviewoftheroleoffuranocoumarinsingrapefruitjuice-drug
interaction,twominorcomponents,GF-1-5(amonomer)andGF-1-6(adimer),werealsoinvestigatedtogetherwith
themaincomponents(DHB,GF-1-1,GF-1-2andGF-1-4).Inaddition,furanocoumarinsisolatedfromgrapefruit
juiceweretestedfortheirCYP3Ainhibitionseparatelyorindifferentwaysofcombinationattheconcentration
levelsastheyappearedingrapefruitjuice.
Amongthegrapefruitjuicesthatdifferinstrains(whiteorpink),origin(USA,AustraliaorIsrael),packages,(in
glass,paper,plasticormetalcontainer),andwζysofprocessing(reconstituted,straightorcontainingユ0%pulp),
furanocoumarincompositionsweredeterminedtobequalitativelysimilar(exceptforGF-1-6)butquantitatively
different.Whenthejuicesamplesweretestedata2.5%level,allinhibitover40%ofmicrosomalCYP3Aactivity.
Inaddition,fractionatingagrapefruitjuice(Ki-1)showedthattheinhibitorycomponent(s)residemainlyinthe
precipitateaftercentrifugationandconsistenentlyfuranocoumarinderivatives,exceptforDHB,localizedmainlyin
theprecipitate.
Theinhibitorypotencyofgrapefruitjuicewouldbeexpectedtocorrelatewiththecontentofasinglecomponentif
aspecificfuranocoumarinderivativeissolelyresponsiblefortheinhibitionofCYP3Aactivity.Theinhibitory
potencyofgrapefruitjuicesamplestendedtobehigherwithgrapefruitjuicecontaininghigheramountsof」
furanocoumarins,butshowednoclearcorrelationshipwithspecificcontentofanysinglethechemical.
Toaddresstheexactroleoffuranocoumarins,reconstitutionofgrapefruitjuicewithfuranocoumarinswas
conducted.Noneofthefuranocoumarins,whenaddedseparatelyatthehighestlevelobservedinthejuice,reached
40%inhibitionofmicrosomalCYP3Aactivity.Thecombinedmixtureatthehighestobservedlevels,inhibitedthe
activityasstrongasdidthestrongestgrapefruitjuicesamples.Furthermore,omissionofanyoneofthe
furanocoumarincompounds(exceptGF-1-5)fromthemixtureresultedinreductionoftheinhibition.Theseresults
suggestthatallthemajorfuranocoumarinsarenecessaryforthemaximalinhibitionofCYP3Aactivityobservedin
grapefruitjuice.Thecontributionofeachcomponentvariesbyitsinhibitorypotencyandnaturalabundance.
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Taxonomicresearchshowedthatcrossofpummeloandmandarinproducedsweetorangeandsourorange,crossof
pummeloandsweetorangeproducedgrapefhlit.Crossofpummeloandgrapef血itproduced『weetie.Whenthe
relatedcitrusfruitswereininvestigated,twosweeties,threepummelosandsourorange,inwhichfuranocoumarins
weredetectable,showedCYP3Ainhibition.Theextentofinhibitionwithasweetie,whichcontainshighlevelsof
furanocoumarins,wasstrongerthanofgrapefruitjuice.Incontrast,noclearinhibitionwasobservedwithtwosweet
orangejuicesinwhichnofuranocoumarinwasdetected.Theseresultssuggestthatcautionsmaynotbelimitedto
grapefruitsincetheexistenceoffuranocoumarinisalsorelatedtopummeloandmorethanoneofitscrossed
varieties.
BesidesRutaceaefamilythatincludesgrapefruit,manyplantsoftheotherfamiliessuchasUmbelliferae,
MoraceaeandLeguminosaealsocontainfuranocoumarinderivatives.Manyoftheseplantsareusedascommon
vegetablesorcrudedrugs.Crudedrugsareoftenappliedforlongtermtherapies,whichisinevitablefrom
coadministrationofotherdrugs.Thus,itisnecessarytocheckwhetherdruginteractionthroughP450inhibitionwill
alsooccurwiththeuseofcrudedrugsthatcontainfuranocoumarins.
Acrudedrugistraditionallyusedintheformofahotwaterdecoctionoranalcoholicinfusion.Therefore,the
decoctionorinfusionofsomeumbelliferousorcitruscrudedrugsandrelatedtraditionalprescriptionshavebeen
investigatedfortheirCYP3Ainhibitionandtherelationshipofinhibitorypotencieswiththeirfuranocoumarin
compos血ons・
Theselectionofcrudedrugsisbasedonthereasonthattheyhavebeenreportedtocontainfuranocoumarinsand
arewidelyused.Althoughthesamplescollectedinthisstudyarenotalwaysshowingfuranocoumarinexistencein
theformofhotwaterdecoctionor40%ethanolinfusion,theco-variationsoffuranocoumarinamountsamongthe
samplesofcrudedrugswiththeirpotenciesofCYP3Ainhibitionsuggeststhatfuranocoumarinsdidplayan丸
importantroleinthesecrudedrugsfortheirinhibitoryeffectsonadrugmetabolizingenzyme.Amongthesamples
wecollected,aJapaneseBaizhi(BZ1,driedrootofA㎎e万cadah㎜'ca.BENTH:e∫HOOK.vaLda加がoaBENTHlα
HOOK)showedclearrelationshipbetweentheCYP3Ainhibitionandthefuranocoumarinabundance.After
preincubation,bothdecoctionandinfusionofBZIshowedoverthreefoldsstrongerinhibitionofCYP3Aactivitty.
Someothercrudedrugsandarelatedprescriptionalsoshowedincreasedinhibitionafterthepreincubation,implying
thatmechanism-basedinhibitionmayalsooccurintraditionalmedicinerelateddruginteractions.
Ontheotherhand,someformulatedprescriptionsshowedratherintenseCYP3Ainhibitionwiththeirhydrophilic
fractionsthatisunlikelytoberelatedtofuranocoumarin.Thisimpliesthatcomponentsotherthanfuranocoumarins
intraditionalmedicinesmayalsobeabletoinhibitCYP3Aactivity.
Inconclusion,presentstudyconfirmedtheroleoffuranocoumarinsontheknowndrug-grapefruitjuiceinteraction
andraisedthepossibilitythattheothercitrusjuicesorherbalmedicinescontainingfuranocoumarinmayalsocause
druginteractionthroughinhibitionofP450.
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審 査 結 果 の 要 旨
複数の くす りを同時 に用 いる,す なわち併用 が ご く普通 に行 われている現在,く す りの代 謝 を,よ く知
ることが,薬 効 の最適化 と安全使用 に大事 なこ ととされている。1990年にグ レープフルー ツジュース と一
緒 にこれ らカルシウムチ ャネル阻害薬 を服甫 す る と,単 独服用時 に比べ2-5倍 も効率 よ く循環血液 中へ
移行 し,過 度 の血圧低下が起 きると報告・され,現 在 までに数十 の薬物が グレープフルー ッジュース と相互
作用 を起 こす ことが わか ってい る。そ こで本研究 では食用果実 および関連生薬 との相互作用 を生体応答 の
面 か ら解析 した。
グ レープ フルー ッジュース中 には少 な くとも6種の フラノクマ リンゲラニル オキシ構造 を持つ物質 を含
む。 そ こで これ ら物質の ヒ トCYP3A活性へ の影響 を,市 販 ジュースお よび関連柑橘類 ジュース を用 いて
調べ,フ ラノクマ リンゲ ラニルオキ シ体 の濃度 との関連 を調べた。市販 の グレープ フルーッジュース 間で
GF-1-6は36倍,GF-1-1は14倍,GF-1-2(ベル ガモテ ィン)は4.1倍そ してGF-1-4は5.2倍の変動が認 め られ,
ジュース中濃度 と阻害率の関連 につい ては,単 一物 質が有 為 に高い相関 を示す こ とはなか った。そ こで,
5種あ るい は4種 の フラノクマ リンを反応系 に添加 し,そ の影響 を比較 した。5種すべ ての添加で は70%
の 阻害が認め られ,4種 の フラノクマ リンを,ジ ュース 中に検出 され る最高濃度加 えた場合,61～70%の
阻害が認め られ た。 このように5種 の添加 でジュースの阻害 が再現 で きた ことか らグ レー プフルー ッジュ
ースのCYP3A阻害 は含有 フラノクマ リン物 質に よるこ とが強 く示 唆 された。'
グ レープ フルー ツ抽 出物 お よび フ ラノ クマ リン物 質のCYP3A以外 のP450への影響 を調 べ,ヒ トの
CYPIA2,CYP2C9,CYP2D6およびCYP2C19の活性 を用量依存 的 に低 下 させ るこ とを明 らか にした。 こ
れ らP450分子種へ の作用 には4種 のフラノクマ リンで違いが認 め られ,フ ラノクマ リン2量体 のGF-1-1お
よびGF-1-4がCYP3A4に高 い選択性 を示す ことを見 出 した。
漢方生薬 に用 い られ るセ リ科植物等 には フラノクマ リンプ レニルオキシ誘導体が含 まれてい る。漢方は
複 数の生薬 あるいは物質 を処方 して,合 剤 と して用 いる。 したが って含有 フラノクマ リンが処 方内あるい
は併用薬 と相 互作用す る可能性 がある。そ こで これ らフラノクマ リン物 質の ヒ トCYレ3Aへの影響 を検討
した ところ,グ レープフルー ッ由来の フラノクマ リンと同様 に強い阻害活性 を持つ ことが明 らか となった。
さ らに漢方処方抽出物の状 態で も阻害活性 を示 し,そ の阻害 はフラノクマ リン成分 に由来す る ことも明 ら
か となった。 これ らの研究成果 は薬物の適正使用,こ とに安全 な使 用 に寄与する ものである。
よって,本 論文は薬学 の学位論文 として合格 と認 める。
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